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\nu civamesecmc: 

* ' ">:c * ; r:;:v...:ii! ^cri;*' em Vert lhren cmsprvcncmt der:: < >^crheer::; des Ansprucns ' 

': . ( irandla^cn 

Ais cm Beispiel \wrd hier die Miuation hci rRN \-( iener? hcschnchcn. Die Sequcn/cn \on rKN As worsen higher am 
i " h. in hi: Men /ur Idem liikation \on ( Jr^uMMiicn ecn l.i/i 

I t 1 1 demom wmi prokar\onhschen und cuk ir> ischen ( )riinnisn icn sind k tio Opcr^ns dir rihosomale KN \s i rRNAs) 
no i -rganisicn. dab /unachst cine umtassendc V iriauter-rRNA iransknhieri \wrd. 

Dicse Voriautcr-rRNAs enihahen foleemle hier rele\anfen Seemcnie: 
i'r.'karuMiicn: 1 nS rRNA t ransknbiertcr 1 nS/23S rKN A Spacer 2.vS rRNA -Iransknhierier 2.vSoS rKN" A Spacer 5S 
i> rRNA 

l-ukar\onien: ;SS rRNA i ransknbiertcr INS/5.SS rRNA Spacer 5 SS rRNA Eransknbiericr S.NS/2XS rRNA Spacer 
2SS rRNA 

Die^c iienerelle ( )ri!an!sa! u mi im hci alien Prokarx > >n ten iMacicria urnl Archaea) und 1 m kar\ omen vorhamlen |\el. /. !>. 
H. I cum i I l J l '4 ) ( ilNTS V. ( *c!i Press. C 'amhn dec. Mass.. I S A [ m.i schr w euieen hckannien Ausnahniem u ic das Ar- 
1 ' ' chacon l'hcnm>plasma acidophilum I AchcnhaclvRichter \ WivsetlONXi S\sieni. Appl. Microbial, in. 211 2l4|»sler 
[>ac en a uie Helicobacter ITom* el al. i 1 i Nature oXN. S } l ) 54" 

2. Marul tier i cchmk 

^ 2.1. Idenii!ikam<n \ on OrLiaiiisnien durch arispc/i Msche Vanan/ in rRNAs 

Kei alien tviten und lunktioncllen rKN \ --Species sind die Scquc:i/cn der rRNAs /war moderai \ariahcl. aher me 
I an je der em/clrcn Species isi :asi voUi^ invariant, rnisprcchcnd mescn Bctunden sind rRN A-Scquen/en eeeienei /ur 
Fdcmilikaiion \on ( )reanismcn. Dies crlorden me Deletion durch IK hridisierune mil ecemnet kons! ruierten Olieonu- 

f kle» Mut-Si'Mvien. [>ei cnisprcchend holier Keim/ahl konnen rRNAs direkt cineesei/l uerden. und nm eeeienet niarkierien 
( )li eon uklcoiid-Sondcn oder in Miihinaiion mil Signalamplifikaiions\ crt ahren w ie "branched DN'A" dcieki icri u erclen 
| Uuki el al., i 1004 1 Serodiaen. Immunoihcr. [nlecl. Disease f>. 233 230|. Allcrnaiiv kann /ur erhohien Nachw ei semp- 
hnduchkcn diiescr Deiekiion /unaeliM oiw \m[miikaii^n d.er rRNA- h/\\ der rRN*A-( iene mil eaiieieeti \erlahren u ie 
I'C'R. NASBA oder I CR vorausiichen 1 1 laecn-Matin ,V Manr i iwuS) I-Ap. ( 'lin. 1-iulocnnol. 1()X 1S() 1 S S ] . 

^ :>ei alien Deieki ions\ crl ahren hasicri ein posin \ cr ( )r^anismen-Nach\\ eis em/ie und allein atil einem p*^siii\en IK- 
b ndisicrunesereebnis. 

2.2. rdeniilikalion von Orpanismen dure!] a:'Kpo/i iNchc V'arian/ in rRNA-Spacer-SeLjuen/en 

i" r>ie \anan/ in Spacer-Mereichen isi schr \ iel hdher. bcdinei durch das 1 chlen einer I unkiion in . len re i Ten rRNAs. 

denn die Spacer werden beim Reiten elinnnieri. 

V'icsc \aria:v kann ebentalls /ur Konsiraiijion \on spccies-spc/iiischcn < )li;jomikleoi id-Sondeti ^etuii/i werden. Die 

hohc Vanan/ bid ei aN uesenilichen Voneil die erleichierie K^nsirukiion \^n ->ixvi hsehen Sonden. Das 1 chlen in reilen 

RN As crl'» •rde-t iedocii immer cine Aniplilik.;iion des rele\ anlen Kcrcichs. wobei eenomiselie DNA als lar^ei cineeset/i 
i> u ird. Hci spiel. nail si ml die ( ieu innunv: ^ mi \ \ bndisierun^ss* mo.en in die sent Kercich liir ( 'l^st ridien 1 Bat*r\ el al. i 1 0 l M i 

IX 'R Me! hods and Applications 1.51 <C I. nnd tur cine Serie anderer liaklenen. inclusive M\ cohakierien | Inno^cneiics 

N A i l^ l >^>) PC T/i:i> ^5/^2452 b/u. WO Oh/: )( )2^s |. 

2.3. Ideniilikam ui \>mi <)reaivsnien durch arispc/itis^ he \'ari .in/ in rl<NA-Spacer-I . ane.cn 

S( ) 

Wic v.vi uris IScheineri ei al. i 1 ( >>)tu }. Microbioi. Meihods 2h. 1( r> 1 1 " \ una anderen |( iuriler \ Sumisich ( iwon i Mi- 
crobioloiix 142. 3 lf>| L!e/eiiji \Mirde. smd ilie I. arisen der rRNA-Spacer eMrem \ariabel. Insbesondere innerhalb einer 
eul definierlen Cruppe. uie von uns am Boispiel von Mvcoplasmen uniersuchl, i si allein die I.aiiLie ii) cm eceieneics 
Merkmal /ur /uordnun^ des ( )rLianismus /ur ( i? - uppe 'M>c. •plasmen". i n ) poienliell so^ar eceiefict /ur I-!rkennuni! ein- 
ss /einer M\ c« ^plasma-Species. 

/ur Durchfuhrun>: enispreehenvler Anab^cn wird /unaehsi /. H. durch I'CR der ecu ahltc rRNA-Spaccrhereieh 
aiiiplili/ien. uohei eenomische DNA als lemplaie dienl. Die I aneenbesi immune der Aniplilikaie crl'olizi dabei durch 
atisehliehende ( iclelekin ^phorese i Aearoscecle: P.-lv acr\ lamid^elei und Deiekiii ms\ ert ahren wic I arhune < /. H. l'lhidi- 
umbromid oder Silber ) oder 1 lui^res/cn/delekiion -mi h» vliaulli">scnden Seouen/ierauiiMiiaien. Dieses \ertahren vvird je- 
docii mchi als ciecnsiandiecs Deiekiionsv er! ahren tiirdie Anuescn leil ernes spc/ii]schen ( Dneanismcn beirachlei. son- 
dern nur als o r . »bcs < )neniierunesniiuel und kmn alscrsierSchr.il eineesel/^ uerden. lirsi durch anschliel.'.ende Ihbndi- 
siermie mil einer kom cniionell /u deiinierenden ( )lieonukleoi idsonde uird das Vcrtahren ausreichend spo/ilisch. urn 
cine /uvciiasMec Meniifikatii mi des /ieloreanismus /u ^arani ieren | ; iarr\. i . el al. i 1 WO 1 t i'CR Meihods and Applicati- 
ons 1. 51 f*2| 1 1 "en u >n. 1' el al. : I^02i S\sicm. Appl. Microbiol. IS ISI 1Xh| 

,v Nachieile des Sia tides der lechnik 

\llc evisherenden Vert ahren /ur Idem i Ilk am mi cines ( )r^anisi i in- crlordern die 1 onnuiierune einer Species-spc/ih- 
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so I ion ( Migonukleoiid-Sequen/ ffli^pPi ner enispreehenden I K ■ hridisierun^ss* >nde. 



(i) Die Suche mil eineni Ziehen (/. B. loS rRNA) isl niehl selien erl'oli! los und ertorderi dann den Start einer kom- 
pleil neuen Suehe mil eineni anderen /ielgen. 

(in Das Verlahren isl /vv ar geeiiinel /ur I'ormulierung von "Uni versal-Sonden", womil alle Vert reier einer ( tan Lin li . 
I ainilie eie. erlatft vverden isollen). Aherdie [denlilikation ein/elner Speeies innerhalb dieser ( iruppen erl'ordert ei- 
nen oil unvertretbar hohen Aul wand bei der Durehl'iihrung. Jeder poteniiell anwesende Xielonianisnius niuB ein- 
/eln. mil jevveils einer speeies-spe/.ihsehen IK hridisierunLis-Sonde deieklien vverden. 

(in) Bisher unbekanme Speeies konnen nur sehvver oder gar niehl erlal:>i vverden. I-niueder v\erden sic nichi als neu 
erkannl ( unverandene IT\ hridisierungs-Sequen/ ) oder gar niehl ertal.il (veninderte \\\ hridisierungs-Sequen/ ), soge- 
natinle "krvpiisehe Speeies". 



4. Autgabe der Hrfindung 

i s 

Alle in Ahsehnill 3 besehriebenen Naehieile konnen dureh ein neuarliges Verlahren vennieden vverden. 

[m (iegensal/ /u den iibliehen Verlahren ver/.iehien vvir bevvuhi aul eine universelle Spe/ilitat. Abhangig vom Unler- 
suehungsmaterial tind von der rrageslellting isl oil nur eine hegren/le An/ahl von Organismen-Speeies als relevanl be- 
kanni [Hrandis el al. ( 19 ( M) [.ehrbueh der Med. Mikrobiologie. (iuslav Fischer Verlag. Siuitgari. Jena. Neu York). Kin 
naehgevv iesener Organisnuis muh deshalb nur innerhalb dieser begren/len ( hrippe eindeulig /.ugeordnei vverden. Die I\r- m> 
lindung ermoglieht es. gleieh/eiiig alle rele\anten Speeies dieser ( Iruppe /.u erlassen und /u ideniili/ieren. Dariiher hin- 
atis vverden aueh bisher unhekannte Speeies- Variariten erlal.il. 

a". I.osung der Aulgahe der l.rlmdung 

Ideniifikalion son ( )rganismen dureh AnaKse \»»n Nukleinsaure-Segmenien die universe!! verbreiiel smd und sieh 
dureh variable I.ange. Basen/usanmiensei/ung oder Sequen/ aus/eiehnen. 

Die h.rkennung von /ielorganismen heruht u) nieisi aul der Aniplili kaiion vies gevv ahlien Nukleinsaure-Segmenis 
dureh geeignete Verlahren uie PCR. i iii Das N'ukleinsaure-Segmeni. evil, aueh eine Misehung. \\ ird direkl oder naeh 
einl'aeher Vorbehandlung dureh em Verlahren analvsieri. das geeignet is! die innerhalb der relevanien ( )rganismen- «> 
(iruppe bekannten I 'niersehiede direkl naeh/uvv eisen. 

Dieser Naehvveis erlolgt dureh 

i i ) Deloklion von ( )rg an is men spe/ihsehen Van an /en in der I ange von N uk lei nsau resell nen i en . I her si nd nur /vv ei 
uni verse ii konscrv ierle Anipliiikuiiori>priiiier erl'. -rderlioh. keinerlei »rganisnienspe/i liselie Oligonukleoiide. 
oder 

iii) Delekiion von Organismenspe/ihsehen Varian/en in der I.ange der iilongale van Oligonukleoiiden (Sequen- 
/ierprimern t. 

hrlorderlieh sind hier ebenlalls /uei universell konservierte Amplihkalionsprimer und /usal/lieh vv enige Sequen/ier- in 
primer, da aueh diese /nmmdesi modera! konservier! sind. Keinerlei organismenspe/ihsohe ( )ligonukleoiide vverden be- 

m'Migt . 

/.Lisai/Iieli soil es ein neuarliges Aulhereilungsv erl ahren erlauben. bisher niehl realisierbare. selir gro|.>e Probenvolu- 
mina/.u anaKsieren ivgl. Absehnin Dadureh kann die \aehvv eisgren/e und damil die /u v erlassi gkeii des(iesanil- 

v erlahrens drasiiseh verbesseri vverden. is 

m V uieile der 1 -rlirHlung 

Das innerhalb der v\ ohldeh nierien Applikalion umlasscnde Anal v sev erlahren ermoijliehl die I 'niersuehune v«mi 
l'ronon, die eine benren/ie /ahl versehiedener Oraanisnion enlhailen konnen. Ian moeliehes Anwendun^sheispiel: be- so 
reus mil 12 uniersehiedliehen liakieiienspeeies konnen ea. 7(1'^ der I alle erlal;>l vverden. vv obei maximal 2< ) versehiedene 
BaklerieriLiattungen bei der Sepsis i "Blutvemilmm:" i relevanl sind |( ieerdes-Tetiiie el a!. (l^ ( ;4i ( 'lienuMher. .h }. 

Ii. Beispielhesehreihungen /ur Palenianmelduive 

Die hier ^e/ei^ten lieispiele /ur /uordnuriij eines Or^unisnins innerhalb einer relevanien (iruppe beruhen aul der 
AnaKse der Lauren von rRNA-S[\ieer h/vv. daraus ab^eleileien 1 raLimenien oder spe/ilisehen 1-loriLialen von Sequen- 
/ierutiLispriniern. 

1. Delekiion dureh Oriianismen-spe/ilNelie Liinge von N'ukleinsuurese^mcnien 

\ her konnen die ( iesanillan^en der Seeinenle < naeh Amplilikalion. Tails erlorderlieh ). > »der die 1 aniie v » mi v ^eei eneien 
leilahsehniilen analvsieri vverden. 

/.uordnunt: ertokl dureh V'ereleieh mil Slandard-DNAd aniienmai kern mid Kommraimn mil v\ » 'hleharakierisierien. r,s 
posiiiven Keteren/-Aiii|>li(ikalen. lane mehrlaehe Analvse wiesie mil hisheriiien Verlahren dureh versehiedene. speeies- 
spe/i liselie ( )ligonukleoi ivl-Sonden unv eriueidlieh ist. kann enil alien. 
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Die >ee,ucn/e:i v.-: \^eim:::en des /ur :R\A he:\:enr\irten >paecr s:nd volNLindii: hekanni 'iAllil. Daien- 
HaPK). and kt'iincn d:e ^enereile V T^enensw else illiisirieren. Mil Hihe \ > «n universe!! \» *nser\ ienen i^n :: .crn .in * ie r 
( ire n/c von IfiS h/u 2. ; > rDNA \ann dor Spaeer^ereien di.reh P( 'R ampiir./iert werden . Seiieinen el .n i i i ''ifM .' Mi- 
Metk-ds >. 

i Die ( ie^amilan^en der erhaiienen IX 'R-IV \Likie konnen direki ana!\Men werden. 

in Aisai/mlormanonen eriieben sieh aus der Komhmaiion mil emer M^jiien/spe/i nsehen Spaltims:, /. M. vvurde 
hier SpuiiLiriii dureh cm Resinkiumsen/\ m dar^esielli. 

Dahei vvird ein hiotm\ lienor tVR-Prmier e:n^esei/i >\ter ein anderes Verfahren /ur seiekiiven Tumiohiiisierunii. 
Dureh Npe/.itisehe IniniohilisierunL' ( vor oder naeh ReMnki» ms\ erdau nu^liehi konnen iie/ieli diese Pnvlukie naeh rela- 
ii\ emlaeher Au! arheimn^ v\ eiier anaiv sieri uerden. (Ian/ naeh Wnnsen konnen diese in ] nrm \ >m ein/elsi rariiiii!er oder 
doppeisiraniii^er DNA erhalien vverden j Conrad .V Krupp i NV2) Nueieie Aeid> Res. 2' >. <)42} n424| |Selieinen el al. 
ipwnij. Mierohiol. Methods 2f>. Ktf 

Ahh:in^i^ vom ^euahiien Primer kann das /ur 1 ns rDNA i h/u. 2.vS rDNA i henaehharie Spall pr< \lukl anaU sien wor- 
ilen. Hier vvurde J.ie /ur I f iS rDNA henaehnarte Se^uerv a!ial\Mert. 

DurehUihrunt!: /.ur eindeui i*:en Idem ihkaiion ernes P at honoris innerhalb dieser ( iruppe vvird /Linaehsi die lf)S 2.*S 
rRN'A SpaeerroL'i'm mil /uei !n viikonserv ierien Primern dureh P( R atiipiili/ien, uohet ein 1 (\S-pro\i maler und ein 
2.vS-pro\inialer Primer k»»nihinien won ion. Dahei en; hail omer .ler heiden P( 'R- Primer diier der 1 mS-pn a i male Primer) 
em /ur [n uuohlisierumj eeei^neses Demat. /. li Uioiin. 

;i Analyse duren eiek; rophi M'eii seme Verlahren 

1 i M penile Vertahren k«mnen nier ein^esei /I v\et\ien: 

i a ) Siaiiilai\i-P^l\ aer\ iamul-C ieleiekir. ■[Mv M'e^e. 

i h i lu vhairlosen.lo ( ielek:r^piuTe>e: Sewjuen/jerauioi.iaien mil imilietveeilormaten. h/u iter liui auKMuai isierbaren 
Ka[Mllar-( ielektrophiM-ese. sou le iler N'aehti m ^e- '["eehn. 'I^nie. Arrav -Kapiilar-< ielekir. ^phorese mil his /li ^o-Parai- 
le pn 'hen. 

Die DNA-Pr^^c \\u\\ m ,\vc\ Aiiqu^is peloid und !^!^eriilen AnaKsen miieru . »rlen: 
Kesiiiiimjni: . ler C iesamtlan^e lies Piwiukis 

Spahuni: mil Resirikii»Misen/viii CviJl. Ahircn nun^ und !k*siimmunL: iler I ragmen i Ian l!0 des ] r iS-pro\inmlen 
Spall [nwlukls 

SpalturiL: mil Resinkii. msen/v m Mh*» II. Ahsrennurijj utnl Hesimimuiie vlor 1 ra^menilanpe des 1 f i.s-pp ^xmialen 
Spaii pn\lukis 

Diese K^mhirai'am isi erl< m\ ieriieh. i len n /. h :ur v jel net eine ein. ieiil ii:e Di Heren/ieruive /wisehen PsoluK m \u Mias 
aeriiiiiri^a unil ITaenii-fmiUis in[]aen/ae. 

! u i Masscnspektr^skopisehe An ah se i NT A I DI-K )1 ) 

i )ie so erhaliene DNA-Pr^he wirJ in /wei AliquoK aiiliieteili unit tol^enden AnaKsen unieru i nl'en : 

Spaillimy mil Resiriklionsen/\ ni C * \ J 1 . AHirennutie unJ Hesiimmune iler l rai: meni 1 iin^e iles 1 hS-pr^\mialen 
Spaiipn vlukis 

Sj-ialiunij mil Res; nki i^n^n/ \ ni NTHo II. Ahlronnuris: und liesiinmiunti iler 1 ra^meni lan^e iles i (jS-pro\imalen 
Spallpiwlukls 

Die \nal\ se lies ( iesamif^rovliikis isi aulSorhalh 4es mil MAPDI- lOl anal\ sierharen I .anuenhoreiehs. Am ( iruml iles 
sehr hohen ALillosun^^ sernioLiens LieniiLii ahermo roilu/ierie Komhinaiion. / U ;jelintii eine einileui ii:e Dil'leren/ierunt! 
/wisehen Pseiutomonas aeruginosa (T rapmenie \on 14 uml { ) Basen) uint Haemophilus inlkicn/ac (1 ra^menie von .^S 
utnl \} Haseni. Die u.imoLiIiehe Dilieren/ionini: von Pseiul« mii» Mias aeruginosa unJ Pseiiilonionas meno!oeina kimnte 
/wardureh erhohien Aul'w and ernio^liehi wet\len. Daraul kann aher ver/iehiel \vei\len. ilonn die Diireren/ierun^ isi hier 
niehi rele\ani.sie hai kerne nied.i/iniseh-iherapeui isehe liedeuiunii. 
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Tabcllo 1. K>S ^( 


Pfc pacer- Region /.Lir Differen/.ierun 


li iter relev an^^^FSt. 


m">v i < - 1 ■ wt * o t *r 


Species 


16S-23SrRNA Spacer 


Spaltprodukt 


Spaltprodukt 


Gesamtlange 
(Basen ) 


(nut CviJI) 
Lange (Basen) 


(nut Moo u i 
Lange (Basen) 


Gram-positive Kokken 








Staphylococcus aureus 


303/335/370/460/^50 




11 


Staphylococcus epidermidis 


262 


155 


11 

0* 


Streptococcus pneumoniae 
Enterococcus faecalis 


250 

344 / 447 


34 

145/80 


Gram-negative Kokken 








Neisseria meningitidis 


664 


14 


20 


t?„±„„~u~^^\<* Hr^m-npaative Stabchen 






Escherichia coli 


354 / 445 


103/18 


A / 1 1 Q 


Gram-negative begeifielte 


Pseudomonaceae 







Pseudomonas aeruginosa 470 

Pseudomonas fl norescens 5 1 6 

Pseudomonas mendocina 516 

Pseudomonas syringae 546 



14 
16 
14 
13 



67 
10 

64 



Pasteurellaceae: Gram-oegative unhegei flelte Stabchen 

Haemophilus influenzae 472/720 35 

Haemophilus ducreyi 560 45 



13 

0* 



Konmieniar /u Tube lie 1 : , . inh1l /., ,,, T 

Mi. don uuUeluhr.en Species sind ca. 70', allcr n pischen Se P sis-I alio crtal.s. |< .ecrdes- enec e.al ,1W4) ( hen.o.liu. J. 
3. HI 143|. AulCrunddes noch begren/.en Dalensal/es konnen /ur Xeii audi nur.lio Daten lur diese ( kganisnien dar- 

g0 ]3'.c Bak.erien en.hal.en inehrere rRNA-< )pcrons. mil evil, deu.lich umerschicdlichon Spacer-Seemenien. /. B. I'uni an 
unterscneidharc Vanamon hei Slapludococcus aureus, tvw. /woi Varianlen bei Kn.eroeoccus laeeahs und P.schencliia 
c.<li ICiinler & Siatiisidi ( 1 W(n Mierobiologx 142. 3 1(>|. 

()*: in diesein Seeiuent isl keine Krkennungssequen/ l ur das belrel'leridc Reslnkl,onsen/> n. vorhanden 

2. De.eklion durch Orga.iismen-spe/ilischc Hlonyanlion von Oligonukleo.idcn 

Innerhalbcncrauseeuahllen. fur die anah sierle Probe rclevan.cn Organismcngruppc vvcrden Oligonukleolide als Se- 
uuen/icrun>.sprin,erein i: esel/..dic universe'll konservior. sind odor /u.nindesl be, alien /ielorgan.smen mnerhalb e.ner 
A. cr.assenden Cruppc vorhanden sind. Naeh liloneauon mi. ciner Polv ...erase un.er Wedassun, cuies der vier najur- 
lichen Nueleosid.ripliosphale oder in Anuesenhei. cues Termina.or- \udeosid.nphosphals , /. B. ddN IP) en.siehen sn 
Produkle inn eharaklerislischer I aiieen/unahme. 

Die Orga.iisn.en-spe/ilischen PlonjMiionsproduk.e konnen durch loljiende Verlahren analvsien vvcrden: 

li) Analyse durch eleklrophoreiisclie Verlahren 

lai S.andard-PoKaerv lan.id-Cieleleklrophorese. 

,hl lKvhauuosendc(;elekl,vphorese:Scquen/,craukM,,a.en^ 

Kapillar-Cdeku-ophorese. souie der Nachtoliic- Icchnoloe.c. Arrav -Ka P illar-( ieleklrophorese mil b.s /u 'Jh-1 aral- 
lelproben. ,, n 
nil Massenspek.roskopisdie Analvse iMAI.DI- 1X)P. 

"Mul.iplcsin.." is. mil alien Verlahren modioli. das heil.il die simullane Analvse der lilonjialionsproduk.e melirercr Sc- 
quen/ierunusprimer mi. u.ilersohiedliohcn /ielscquen/en. Die no.ucndme Un.crscheiduny is. modioli durch Mark.e- 
runs: <Jer Oligimukleoiule mil: 

in unierschieJIich !an-en S'-ienninalen /usal/sequen/en. "Talis" (cinsel/har hei alien Verlahren) 

uniersehiedliehen V-ierniinale .VUliiionen. die I.auUerhalien ■ Verlahren a. h) ixler YMekulargeu ichM \ertah- 
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re:i .:ras|»xch s « or mii^^PBeispiele : ar so^.ie A% ivii : :« i ncn -:r:d p. '\ e::n \ ^^fr \ • Ke:ie. ( 'm \LMcr::iOcn\ ate eic 
m;i umersehiovdienen i i a- Tes/erv! arhsioiicn A'orianrcr: .i. kmuhmieri run cmcm : !u» to x/en/ -So an nor: r% * lii i - 
aOmai.'.-j : nr Vermmren m pnn/iptea aac:i nu^dcii mil \er» ahren ;i. duroh eharaKtei .st isehe Vmekuiar-;e\s lehts- 
uerie unii il:is cMrcin hohe \ j!^su!>js\ erm.^jen kmmen meh sien jK*r .amende I ; liv^.i!.iii.M'.Mnus!cr d: !!e:v:;/ieri 
uerden i 



i 1 fn ["ahelle 2 uird das Verlahren .mi Beispiel iter relevanien Sepsis-hrre^er dkisinert Aniic^chen mid .lie run/Kiron 
eharakiensiixehen kUmLiaie. Aul cine deiaiiliene Darsielluni: der Multiplexing )pmnien u urde ver/iehtei. 

Durehliihruni:: /ur cindeuiiiien Ideniiiikuimn einos Padiouens innerhulh dieser < iruppe uird /unaeiisi me rele\anie 
! f >S rRNA-Regu m mil /uei h<vhkmiser\ aii\en Primern dureh P< R amplili/ieri. hier /. B \on Position 2" i larmier 2"i ") 
his 14^2 i Primer 14 l J2r). Dahei enihali einerder hcuicn P( 'R-Pmuer i hier Primer 2". ) em /ur [nmiohlisierun^ ijeeimietes 

i s I )en\ ai. /. B. Bi» »iin. Der lmmohl isierie DNA-Simnt: w lrd dann in parallelen Reakm men ais Tempkue lur me aneee.ebe- 
nen Scqucn/ierun^sprinier ctneesei/i 

2.1. Beispieic : lit h» vhk> mserv, :er;e >>equen/ierunL!sprmier 

I Tier w union imrl [Sequen/: AC '( I Y( i 1" 1 AC KC 'A( X '( '< I '!' i und f >SS r ] iNequen/: K * i A( X ik A I /K \( X i ( ' ! \( i 
aus^eu ahlt. Diese Primer smd k^niplenien! ur /u U>S rRN A-Sequen/en die uni\erxeik hoi alien Bakienen maeh neuer 
lermin* >K^ie: Baeieria mid Arehaea i \ ■ uiianden Mini. 1 )ireki henaeiihari sum; do ran di\ eriienie Sequetven v< •rhainlon. s. > 
dal:'. die in der Tahelic 2 iu t Lie! LJhricn . eharaktenstixehen ^equen/-spe/i!;sehen < )!i ^ mukle< . ul-1 il^n^alen erhahen uer- 
den. 

> Dahei ^er4en lur Seq Jen/ierutiLi^fM-imer iuwrl mc Nukie^M.iin ph^sphaio 4( i TP ii('n > . .1 eniu e^ler al!cin. ^vier 
unler /usa!/ s»mi mlAl'Piuie in wider 1'ahoile 2 em ^ei raeen ) ei n^esci /i 

1 ur Sequen/ierun^sprmier f»S5rl v\erden die Nukle^sidl nphv^phaie dAi'H d(' i P. d'l'i'P eniweder allewi. infer unler 
/ usaiz \ « m vKK IIP i \\ io in in vler 1 ahelle 2 em^eira^en i eini:esoi/i 

2.2. Beispiolo lur wenij: k^usor\ ierie. iirupivnspc/i tisehe Sequen/ierun^sprimet 

1 alls u Linsehonsuori mlcr lalls /u emer noiwonm^on del ai 1 1 lerteren Hi Heron/ icruni; orl'iM\lorlioli. k^mnen aueh erup- 
[X'tispe/ilisehe Scqucn/iorun^sfinmcr oin^esei/i uordon. Dioso Printer miiJ ki miplernoniar /u 1 mS rl<N.\-Soquon/on die 
nur hoi Vertre'.ern einer ( iruppe vml'.ainlen sirul. Id^rs^aio uerden also nur dann orhalion. uenn \ortroior diosor ( iruppe 
^ mi 'a'ohenniaienal vmiumden sind. /usal/lieh erm^Liliehen direki heuaehharie. di\emenie Soquon/on die ert< >rderliehe 
l>i tleren/ierutiL! inncrhalh der (Iruppe. 

/uoi unter^ehiedlieh markioric Sequen/ieru riiispn mer 14^5r und 14"5r w urden hier eenui/i. 

14^5r ( Sequen/ ( X X ' \( X* IT< '( i \( X A \C\'M \ » isi innorhaih der Sepsis-1 rre^er !ur die ( iramposiii \ en Kokkon 
spe/i I i sell. 

■i" 14"Sr i Sequen/ ( ' A i A( X X i( i 1 A \A( '( X X ' i isi nmerhalh der Sepsis-1 -rroiier I iaenioplnlus s|v/ilisoh. 

Die Misetuini: der hoiden Seuuen/ierun^sprmier 14 ,^r ' wird mil den Xukle^sidiriphosplKilen d( Id'P. dCd'P ddTP 
emu odor alioin. < vler unter /usai/ u>n ddATP i w io in in der iahel ie 2 enmeira^en i ei riijosoi/i . 
Die so erhaiienen Prinicr-I-lon^aio k^nnon separai anal\sieri uerd.on 

V'orieilliall isi jodoeh die horoils amietuhne 'ATuliipio\- Anal\ so" dureh onispreehondo Markiorun^ der Soquon/io- 
is runjjspnmer. so daiS die Produkie aller 1 ■ lon^ai ionsreakiionen \eremmi und eemeinsam atiaBsiorl werden kmmen. 

Prohlomlos isi luer die in fahelk' 1 atii:cspn vhene. eindeuiiLie 1 )i[leron/ioruni2 /uisehen Psoudmn.'nas aeruginosa 
1 1 double v *mi 1 ( ! und 4 Bason i und I laenn ^philus inlluen/ae 1 1 done ale \ on n und 3 liasen ). 

Der /Linaehsi erhalleno Daionsai/ ernii ^liehlo koine I • niorsehoidunL: /uiselion Stapln 1> vooeus aureus und Siaplnlo- 
eoeeus epidermidis. Diese isi jedv vli un\ or/ ielilhar und w ird dureh den /usai/liohon 1 an sal/ des ^ruppenspe/ilisehen Pri- 
" s ' ' mors !47Sr* ermoeliehi. ] 'nis|MVehondos ^ih fur die heidon ITaomo[milus Speeies and den Primer 14 7 5r . 



Tabcllc 2. Scqucn/-spc/.iiischc t 



Species 



Gram-positive Kokken 



* 
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ukicotid-Hlongate inncrhalb. von Ko rRNA-l? 
I c v a n l c n S c p s i s - 1: rrc a o r 



In en /ur Di Here n/.ie rung der re- 



Primer: 109rl 
ddA-Terminator 
Lange (Basen) 



Primer 685rl 
ddG-Terminalor 
Lange (Basen ) 



Staphylococcus aureus 
Staphylococcus epidermidis 
Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus pyogenes 
Enterococcus faecalis 
Gram-negative Kokken 



9 
9 
5 

7 

n.d. 



5 
5 
5 
5 

n.d. 



Neisseria meningitidis n.d. 
Enterobakterien: Gram-negative Stabchen 



Escherichia coli 
Enterobacier spec. 
Proteus spec. 

Gram-nep , ative begeiBelfr 



6 

13 
13 

e Pseudomonaden 



Pseudomonas aeruginosa 10 
Pscudomonas fluorescens 1 2 

Pseudomonas mendocina 9 
Pse udomonas syringae 1 3 

Pastcurcllaceae: Gram-negative unhegeifielte Stabchen 



4 
19 
4 
4 



Primer 1475r s4 - h 
ddA-Tenninator 
Lange (Basen) 



6 s 
5 s 
7 s 
62 s 



! S 



Haemophilus influenzae 6 
Haemophilus ducreyi 6 
Obligat anaerobe Gram-negat ive Stabchen 

Bacteroides spec. 13 (14) 



5h 
7 h 



Konmienlar /u Tabcllc 2 



-1 enroot al. i 1 9 ( )4) Chemother. 



Mil den L.ul-eluhrien Species sindca. SO'i allcr iv pischer Scpsis-lnlle eriabt |(.ieerdes- 
I i m U*f Ini Vcmleich /u Tabcllc 1 . konncn hier autdrund des grolderen Datensat/es die Oaten tur cine ervs eiierie ,n 
()r-arv.snien-ruppe dai-esielli werden, allerdings tehlcn /.ur Zeil noeh Hin/elin Ion nation (n.d.: unbekannte Daien). 

M4) :,: ,; : Nur em Isolal in dieser relaliv hcterogenen (iattung ergibl diese Idongallange. 

3. Neuartigcs Veriahren /ur Probe naufberei tun g 

Viele Probenniatcrialien. /. B. Blul. enihalten neben den nach/uweisenden NTikrorganisnien inhibilorischc Subsum/en 
souie cine hohc Zahl niensehlieher b/vv. tieriseher /ellen. ,. 4T ., • , , , 

Na.h Ui.Vervn.iellerI.vse mil .eeiune.en Dc.crgcniicn vvio Wn. Triton. CHAPS ble.ben d.e M.kroorgamsmen .n.ak. 
und konncn .lurch /.enm.'uga.ion "gccrmcl" werden. Auch Res.e dor I a sis-Misehung werden , cnilom. wenn KAnin- 
,u...,.i..n durch oin "Kissen" erlolg.. d. h. .lurch cine f.iWung mil erhoh.cn. s,xv. (,cu,chr Such hn.lernen dot I.osung «. 
konncn die von Inhibiloren hclrei.cn Mikrooneamsmen lysicrl und wcilerverurheilel werden. 

Wic in Abb 1 ski//icrt. ertolei die I.vsc dcr iiu Probenmalerial vorhandenen n.enschl.clicn b/w. uensehen /.ellen /.u- 
nachs, in oincn. scpara.cn T.vsisWalx .'las von cincn, Scp.un. abgedich.e. und .ladurch von, 1 lUssipkisscn ge.rcnnl .si. 
Much \ulse./en des S.oplens und .lurch Xcn.riluga.ion wird .las Sep.u... echnvhen und .las I a social, dnncl .n .las 
i liisM.Aisscn c.n. wodurch dcr I.xsispullcr nach ohen ecdruck, wird. Durch ihr hohercs spc/.hsches ( .,ow .iclii w andern ro 
die imak.cn Mikroorcanismen /urn ilodcn des Au,lan,eluBes. AnschlieOcnd werden I.xsispullcr und I xsisgclab sow,e 
das l'lussigkisscn en.Vernl. Die .sol.cr.cn Mikroorganisn.cn sind jci/l Ire, son Kon.aminaUonen vertugbar und Nuklcn- 
saurcn kotinen nach Slandar.Uerlahren praparierl werden. 
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':n lavender So hncii n^i'.w cis \ , mi ( )^.i[1im:.c" . >dor ( >r^ar::M:.cn-NIise;^.:ii»cn. Ausrcicucnd isi cir.c /u> -r.lrujn^ 
mnerhalh einer hoiircn/ien An/ahl von ( )ry .lnismcn-Spccics, die Pur da> IV. '^emnaierial .us relevant ^ekanm sin,: 
\ucn cin N'jl'iiu cis i;nd cine A:» M'dnuu^ ais .u. ernai n dioser < Tuppe" im mo^heh. 

\hth.iMiiii: \ . >n: I rvcrsuclHin.^o maicriai u erden . : ■ Mr \!e:v>ch. Per. < -der P::an/e path, ^ene ( )r^iniMiicn » >der nn 
tur das I 'nicrsuehunusniatcriai unervv ni>e hie < )r;j .inisn len n ich^evv icscn. Da^ei karm es sieh u:u ]V» -karv . much oder 
i uk ar\ onion handein. 

Die I-.rkcnnuriii wmi On:anismen oriol^; .lurch \naivs<j von Nukieinsaure-^Ciimcnien die uni\crscll verhreitei sind 
und mcIi durch variable I.an^c. Bascn/usanmiense'/uni: • nicr Sequerv aus/eichnen. 

Als Niikleinsaure-Seijmenien vMincn ^enui/i v\erden: iai iranskrihiene Spacer. /. B in rRNA-dYanskripiionscin- 
iieiien odor In in mis in mRNAs: « h i nichiransknhieric Spacer /. B. /\\ ischen eukarv on t ischen rRNA-Transknptions- 
emheiien: ici ausreichend vanahic and spe/it-seh u iedererkennhare Se^nienie inncrhaih einesCiens. /. B in rKN A 
odcr RNase P RN.Y 

Dor ersie Schriti /ur Prkennuni: von /ielori:anisnten heruhi (iueisn aul dor Aiuplilikaiion des jevvahiien Nuklein- 
saLire-SeL'iiienis durch geeiouieie Vcrlahren vvie PCR, \ASBA. .vSR. SI)A. ICR. 

2. Das Verlahren nach Anspruch 1 is! dadurch sjekenn/eichnei . dal:'' das N'ukleinsuure-SoLimeni. evi 1. auch cine Mi- 
scluint! Liniersehiedlicher SeiMMenie. direkl durch cin ^eei^neics \'er!ahrcn analvsicri wird. das iicoitinei isi die in- 
ncrhaih der rclevanien Or^anisnien-C Tuppe hekaiinien I 'nicrsehiede direkl nach/uu eisen 
Dioser Nachucis erlol^i durch 

1 1 ) Deiektion v. mi ( )pj,anismenspe/i lisehcn V.irian/en i:i d.er Latino von Nukleinsauresciimenten. I Tier sind nur 
/uei universel! konserv icrie \mpliIikaiionspnmcr crl. rderlich. keinerlei i ML!anismenspe/!lisehc ( Jli^onukleo- 
[idc. 

.'der 

iin Deiektion ^ * ( >r^amsmer.spe/i:isehen Variarven in der I anue dor I lonouie von ( Hi^ Miukle* Muien i Sc- 
quen/ierprimern i. 

i rlorderlich sind hiere^enlaiS /uei uui v erseii <\. Miscrv icrie Amplinkaiionsprirner und /usai/iich uenn:e Serine n - 
/icrprinicr. da auch diese /un indesi ni> nlerai konservicrt ond. Keinerlei « u^anisnicnsjxvilischc ( )li^oniikfL »iidc 
vverden hcnoii^i. 

.V Die Aulhereiiurii: von IVohenmaieriai /ur Anal\ se nach Anspruch 1.2 und S erlorderl ot I die i:e/ielie Anreiche- 
runL: v«m MikroorLianismen urd Ahirennuni! inhihiioixn im iYohenuiaienal . I'nser \criaiiren isi dadurch iie- 
kenn/cichnel. dalS uneru unselile /ellen. wic /urn licispiel humane /ellen in film-. ( iew eheproben i oder ahnlichcs 
in andercn. /. B. licrischon Svsiemeni ^elckn\ Ksieri v\ei\kii. uohci die NTikroi M^anisnicn iniakl hleihen. Dies er- 
loi^i durch h> pot. uiis^he I.vsc, evil. ^c.Mderi durch /u^abe von Deterge nticn vvie Int. mi. I ween etc. l^)ie iniakien 
/eilen der /ieiorLianisnien werden mil emer VornchiLin^ i e- iispivchend Al)l>. 1 i durch /eninl'iii:aii»Mi an^creicheri 
und vom Prohennialcnal jjelrennt. 

AN Analv se- Vcrlahren nach Anspruch 1.2 und S sind /ur/eil einsei/har: 
ia) Slandard-( Selelekin *ph» mcsc ( A^ar» ^se . «der P«M\ acv lain id i. 

thi h\ vhaull^se nde ( leleklr* mMm m - c sc: Sequen/ieraLi!. Miialcn mil Plallenijell. Mnnaien. b/w. l:ui aui» Miiaiisierhare 
Kapi llar-( icleklrophorese. sowie uci' NachlolLie- "Icchnolo^ie. Arrav -Kapillar-( ielekirophorese mil his /u Ufi- 
Paralleipt'v >hen. 

i c ) sequen/-ahhanL:ii:e < !c!ek!r. p«hi Mcse. v\ ic SS( 'P > \lcr ( lradienien-< ^ciek;n > p 1 M'ese. 

id) hochaull'^sende. uui aui< Miia: isicrhare XTassenspckiroskopie wic NT AT. DT- TO] . 
S Deiekiion von ( )ri:;inisnicnspe/ilischen Varian/cn in der i .anijc der I-lontiaie von ( )lii:onukleoi iden i Sequen/ier- 
pri i i torn » . ['her Ansprucli 1 hmaus^crend. kanti uueses \'erlahren auch Lionut/l vverdon. um hishcr durch ITvhridisie- 
ruiiLissondon nachj:e\v iesene. spociosspo/ilisohc Soqucn/en /u idenii li/ioren. 

Das \or^chon isi ahnlich vvie horeiis ir Ahsehniu tt.2.2 heseliriehen. 1-rlordcrlich siiul /vvei i;nivcrsel! konsorv icrie 
Aiuplilikaiionsprimer und /usat/lich nur cin Sequen/ierpn uer. dor mil doni Sequen/hereicn hv hridisierl, der un- 
nniielhar v or den d.urch die Sonde erk.mnien. or^anismonspo/ilisohon 1 un/elnuklooiiden iokahsieri isi. Durch die 
I.anoe der >jehildeien ITmilmic vverden die ori:anismens}v/i:isehon \arianion erkannl. Mil einem oin/iuon Soquen- 
/iorprimor k.Minen dadurch cine \'iel/silii von Sequen/v arianien iilcioh/ciiii: charakiensiori und soniii cine Mel/ahl 
von v erschicdenon Species ideniili/ieri vverden. Koine lur die ein/elnen Species spe/iiischon ( )li^onukleoiide i Son- 
den ) v\ erdeti hcnoiijii. 



iher/u 1 Seiloi n ) /eichnun^cn 



s 



* 
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Stopfen 

LysisgefaB 
Lysispuffer 

rnit lysiertem Blut und 
intakten Mikroorganismen 

Septum mit 
Sollbruchstelle 

Fliissigkissen 
Auffanegefafl 



Zentrifugation 





Intakte Mikroorganismen 
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